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Summary

The surveys of cattle for brucellosis in Poland are primarily based on serological tests. The examinations
are performed by regional laboratories using RBT. In the case of positive results obtained in this test
the samples are examined in SAT and CFT. The definitive confirmatory investigations are conducted by the
National Reference Laboratory for Brucellosis in the Department of Microbiology of NVRI in Pulawy, which
additionally uses Coombs’ test, 2-Me test and ELISA. In the paper the results of the examination of cattle in
Poland in the years 2005-2010 are shown. Each year during this period 1.1-1.3 million animals were included
in the surveys and 130-317 cows were involved in confirmatory investigations. 12-34 animals were classified as
positive for brucellosis. In bacteriological examinations of samples from seropositive cows, Brucella abortus
was never once isolated. Since 2009 Poland is officially a brucellosis free country.
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Bruceloza jest grozna zoonoza o duzym znaczeniu
ekonomlcznym 1 epldemlologlcznym znang w §wiecie
pod réznymi nazwami: ronienie zakazne, choroba Ban-
ga, goraczka maltanska, goraczka érc')dziemnomorska,
goraczka gibraltarska, goraczka falujaca, a w odniesie-
niu do Brucella ovis zakazne zapalenie najadrzy u try-
koéw. Wywotluja ja bakterie rodzaju Brucella, w obrgbie
ktoérego wyrdznia si¢ 6 podstawowych gatunkéw ma-
jacych wsrod zwierzat swoich glownych zywicieli:
B. abortus (bydlo), B. melitensis (kozy, owce), B. suis
(Swinie), B. canis (psy), B. ovis (owce) 1 B. neotomae
(szczur pustynny). W ostatnich latach wyodrgbniono
réwniez kolejne gatunki: B. ceti i B. pinnipedialis (ssa-
ki morskie), B. microti (gryzonie) i B. inopinata (im-
plant piersi) (6, 14, 15). Zmiany chorobowe u zwierzat
dotycza gtownie narzadow rozrodczych, prowadzac do
ronien i nieptodnosci. Czgsto dochodzi do zatrzymania
tozyska 1 zapalenia macicy. U kréw czasami infekcja
dotyczy tylko weztéw chlonnych nadwymieniowych
1/lub wymienia, co prowadzi do statego wydalania bru-
celi zmlekiem. U samcow objawem brucelozy jest naj-
czesciej zapalenie jader i najadrzy. Typowe dla bruce-
lozy sa rowniez zapalenia stawOw, najczgscie] stawoOw
konczyn. Brucele, szczeg6lnie B. suis, cechuje tez osteo-
tropizm, przez co proces chorobowy umiejscawia si¢
w kosciach, a nastgpnie w stawach konczyn i1 krggostu-
pa, prowadzac do kulawizn, porazen i obrzgkow. W wie-

lu przypadkach bruceloza ma charakter bezobjawowy.
Obecnosci zarazka w narzadach rodnych i wymieniu,
przy rownoczesnym wydalaniu bruceli z mlekiem, nie
zawsze towarzysza widoczne objawy kliniczne. Zrod-
tem zakazenia moga by¢: ptdd lub noworodek, tozy-
sko, wody ptodowe, $luz, ropa, wydaliny (kal, mocz),
nasienie, mleko, krew, jak rowniez woda w wodopo-
jach, katuzach, sadzawkach, gleba, wybiegi, pastwiska.

Materiat i metody

Diagnostyka brucelozy, ze wzgledu na skalg badan, opie-
ra si¢ przede wszystkim na badaniach serologicznych. Pole-
gaja one na stwierdzeniu obecnosci specyficznych przeciw-
cial w organizmie zwierzecia, indukowanych przez drobno-
ustroj e Brucella. Testy, ktore powinny by¢ uzywane w ruty-
nowej diagnostyce laboratoryjnej poszczegdlnych krajow,
okreslaja: Swiatowa Organizacja Zdrowia Zwierzat (OIE)
w Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals (3) i Unia Europejska (UE) w Aneksie C do Dyrek-
tywy 64/432/EWG (5). Manual OIE jako testy zalecane
do stosowania w diagnostyce brucelozy bydla (prescribed
tests) wymienia: zbuforowane testy z antygenem brucelozo-
wym (BBAT), ktérych odmiana jest stosowany w Polsce od-
czyn kwasnej aglutynacji ptytowej (OKAP), odczyn wiaza-
nia dopetniacza (OWD), ELISA i odczyn fluorescencji
w $wietle spolaryzowanym (FPA) (3, 21). UE z kolei wy-
mienia testy stosowane w diagnostyce brucelozy bydta
1 okresla standardy, ktore powinny by¢ w odniesieniu do nich
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spetnione. Te testy to: BBAT, odczyn
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Tab. 1. Wyniki badan bydla w Polsce w kierunku brucelozy w latach 2005-2010

aglutynacji probowkowej (OA), OWD,

: ~ . . . Liczba zwierzat Liczba zwierzat Odsetek
ELISA z tsurowwa." ?O%tkowo (liolf.usz Rok | | cf::"z"v‘l”l:f‘z t ""’zzhh:d:‘:l”i{‘m poddanych badaniu | reaguiacych |  zwierzat
cza sig stosowanie testow z miekiem, 2 v potwierdzajacemu pozytywnie | reagujacych
ktérymi moga by¢ proba pierscieniowa
lub ELISA. 2005 6 146 623 1152 058 220 12 0,0010
W Polsce, w odniesieniu do bydta, | 2006 6 107 410 1 294 547 172 24 0,0018
znajduja réwniez zastosowanie, na po- | 457 | 5 ggg 557 1 265 276 149 12 0,0009
ziomie Krajowego Laboratorium Refe-
rencyjnego Brucelozy (KLRB), odczyn | 2008 | 6080517 | 1162700 130 25 0,0022
antyglobulinowy Coombsa (OAG)iod- | 2009 6 169 652 1252 809 202 13 0,0010
i?)’n z2-merkaptoctanolem (OME)(13, 1 yo10 | g 1g5011 | 1 197 384 317 3 0,0028

Materiat od zwierzat, ktérych suro-
wice reagowaly dodatnio w badaniach serologicznych, pod-
dany zostaje kazdorazowo w KLRB badaniu bakteriologicz-
nemu w kierunku izolacji i identyfikacji drobnoustrojow
Brucella. Posiewow materiatu dokonuje si¢ na pozywece sta-
lej — agarze z glukoza i surowica oraz dodatkiem selektyw-
nym (SDA+SS) i pozywce ptynnej — bulionie z glukoza i su-
rowicg oraz dodatkiem selektywnym (SDB+SS). Identyfika-
cji bruceli dokonuje si¢ poprzez wykonanie szeregu testow:
aglutynacji szkietkowej z surowica anty-Brucella, agluty-
nacji szkietkowej z surowicami monowalentnymi anty-A
1anty-M, z akryflawina, na katalazg, na zapotrzebowanie CO,
do wzrostu, na ureaze, na siarkowodor, na wzrost Brucella
w obecnosci barwnikéw fuksyny zasadowej i tioniny, testu
bakteriolizy przez bakteriofagi, a takze wykonanie barwie-
nia metoda Grama i metoda Ziehl-Neelsena. KLRB dyspo-
nuje takze nowoczesnymi narzedziami diagnostyki moleku-
larnej, jak: testami PCR (BCSP 31, Bruce-Ladder, AMOS)
i metoda VNTR (variable number tandem repeat) (16, 19, 20).

Badania bakteriologiczne wykonuja rowniez laboratoria
Zaktadow Higieny Weterynaryjnej (ZHW) w odniesieniu do
poronionych ptodéw, stosujac do tego celu pozywki, ktorych
przydatno$¢ jest sprawdzana w KLRB. Wedlug obowiazuja-
cej Instrukcji GLW, izolaty podejrzane o przynaleznos$é do
rodzaju Brucella powinny zosta¢ dostarczone do KLRB (9).

Model badania w Polsce. Badania bydta w kierunku bru-
celozy odbywaja si¢ zgodnie z ustalonym algorytmem (8).
Do niedawna obejmowaly 1/3 poglowia i dotyczyly bydta
powyzej 1 roku zycia. Od 2010 r., w zwiazku z uzyskaniem
w 2009 r. przez Polske statusu kraju urzgdowo wolnego od
brucelozy bydta (4), badanych jest co najmniej 20% stad,
badania obejmuja zwierzgta powyzej 24 miesigcy. Dodatko-
wo badane sa buhaje w stacjach unasienniania i punktach
kopulacyjnych oraz zwierzgta importowane do naszego kra-
juieksportowane za granicg. Badania skriningowe przy uzy-
ciu OKAP wykonywane sa przez laboratoria ZHW. W przy-
padku uzyskania wyniku dodatniego laboratoria te wykonu-
ja badania przy uzyciu OA i OWD. W kazdym przypadku
uzyskania wyniku dodatniego w OWD (20 lub wigcej mig-
dzynarodowych jednostek przeciwciat wiazacych dopetniacz
w 1 ml — mjpwd/ml) zbadana surowice nalezy przesta¢ do
KLR celem wykonania badania potwierdzajacego. Natomiast
jesli surowica dodatnia w OK AP reaguje dodatnio tylko w OA
(wigeej niz 30 migdzynarodowych jednostek aglutynacyjnych
w 1 ml — mj/ml), badanie potwierdzajace wykonuje ZHW,
a do badania nalezy pobra¢ krew po 30 dniach od poprzed-
niego pobrania. Badanie to wykonuje si¢ rowniez metodami
OA i OWD. Kazdy wynik dodatni w OA i/lub w OWD wy-
maga potwierdzenia przez KLRB, ktére bada surowice tymi

Ryec. 1. Lokalizacja i liczba wynikéw dodatnich w badaniu serologicznym w Kierunku brucelozy w Polsce w 2009 r. (z lewej)

i 2010 r. (z prawej)
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samymi metodami (OA i OWD) oraz dodatko-
wo przy uzyciu OME, OAG i ELISA.
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Tab. 2. Szczegélowe wyniki badan surowic bydla zakwalifikowanych jako
dodatnie w kierunku brucelozy w 2010 r.

Kazdy wynik watpliwy w OWD (10-20
mjpwd) jest wskazaniem do powtdrnego bada- Lp OKAP 0A owD OME ( sg)?)ﬁi e ELISA
nia surowicy uzyskanej z krwi pobranej po 30 : (mj/ml)* | (mjpwd/ml)** | (miano) przewyiszenia)
dniach od pobrama poprzedmego
Surowiceg uznaje si¢ za reagujaca dodatnio, 1. + 36 16,8 110 4° +
jesli KLRB potwierdzi wyniki dodatnie uzyska- 2. + 72 67 3/40 40 +
ne w OWD i/lub uzyska wyniki dodatnie w ba-
daniach dodatkow;::h j ev(;,I}llq z trzech stosowa- 5 * 3 ) 3no & *
nych metod. W przypadku dodatniego wyniku 4. + 143,5 46,5 - 1° -
uzyskanego w badaniach serologicznych istnie- 5. 5 515 40 110 30 +
je konieczno$¢ uboju zwierzecia i wykonania .
badan hodowlanych. 6. ¥ 2 20 - 2 -
I . e . 1. + 4 33,5 110 30 +
Wyniki i omowienie 5 . 1435 0 o 5 .
W latach 2005-2010 odnotowano od 130 g 20 5 16.8 -
do 317 probek surowic, ktore skierowano : * ’ ’ - *
do KLRB w celu wykonania badan po- | 10- + 2 20 - 20 -
twierdzajacych (tab. 1). Byly to wigc suro- | 11. + 102,5 40 - 1° -
wi.ce c}odatnie w O_K_AP, OA 1 OWD lub 12. . " 80 2120 20 .
tez z yjemnym wynikiem w OWD, ale dtu-
go utrzymujacym si¢ dodatnim wynikiem 13. * 36 20 - & -
w OA (potwierdzonym dwukrotnym bada- | 14. + 31 133 - 30 +
niem zwierzegcia w odstgpie 30-dniowym). 15. + 36 23.3 - 40 +
Ostatecznie, po wykonaniu badania po- P X - - 4720 » N
twierdzajacego przez KLR liczba zwierzat :
z dodatnim wynikiem badania serologicz- | 17- ¢ 36 20 2110 3 -
nego w kierunku brucelozy uksztaltowata | 1s. + 143,5 33,5 - 20 -
si¢ w tym okresie na poziomie 12-34 sztuk. | 44 . 123 20 - 10 -
Odsetek zwierzat reagujacych dodatnio .
w latach 2006-2010 wynosit 0,0009- | 2 - AL - gl > *
-0,0028, a wigc byt na bardzo niskim | 21 + 25,5 46,5 - 4° +
poziomie. Jak przedstawiono na ryc. 1, | 22. + 51,5 11,6 310 30 -
w ostatnich 2 latach dodatnie wynikibada- | 5 . 515 11.6 _ 30 _
nia serologicznego stwierdzano w nastgpu- ’ '
jacych wojewoddztwach: podkarpackim | 24 * i3 & - & -
(4 przypadki), matopolskim (3 przypadki), | 25. + 20,5 46,5 310 40 +
nll{azovsilegkli(n (2 przypadlE) w1elk0£01— 26. + 4105 46,5 - - -
skim, lubuskim, warminsko-mazurskim
i podlaskim (po 1 przypadku) — w 2009 r. | 2 | * % o7 320 + *
i mazowieckim (19 przypadkow), wielko- | 28 + 246 33.5 - - -
polskim (5 przypadkow), lubuskim, mato- | 29. + 246 20 - 1° -
polskim, warminsko-mazurskim (po 3 przy- | 54 . 18 20 1/20 90 _
padki) 1 opolskim (1 przypadek) w 2010 r. ,
Nalezy dodac, ze w badaniu bakteriologicz- 31 * 143,5 33,5 - 1 -
nym materialu od bydta reagujacego do- | 32 + 143,5 23,3 - 1° -
datnio w badaniu serologicznym w tym | 33. + 821 268 1/40 - -
okresie ani razu nie izolowano B. abortus. | 4, N - 23.3 _ _ _

W jednym przypadku, w 2006 r., izolowa-

no natomiast z materialu pateczki B. suis
biotyp 2. Podobnie, w badaniu poronionych
ptodow nie izolowano tych drobnoustro-
JOW.

W tab. 2 przedstawiono szczegdtowe wyniki badan su-
rowic od bydta zakwalifikowanych jako dodatnie w kie-
runku brucelozy w 2010 r. Sposrod 34 surowic zde-
cydowana wigkszo$¢, bo 29, reagowata dodatniow OWD
w mianie 20-268 mjpwd/ml. W przypadku 5 surowic
stwierdzono obecnos¢ przeciwciat w OWD na pozio-

mjpwd/ml

Objasnienia: *

— migdzynarodowe jednostki aglutynacyjne w 1 ml; za dodatni
uwaza si¢ wynik co najmniej 30 mj/ml; ** — migdzynarodowe jednostki przeciw-
cial wiazacych dopelniacz w 1 ml; za dodatni uwaza si¢ wynik co najmniej 20

mie nizszym niz 20 mjpwd/ml w OWD, a oceniono je
ostatecznie jako dodatnie na podstawie pozytywnej re-
akcji w OAG, OME lub ELISA, co wynika z zapisow
Instrukcji Glownego Lekarza Weterynarn w spraw1e
postqpowanla przy podejrzeniu, potwierdzeniu i zwal-
czaniu oraz przy prowadzeniu badan kontrolnych bru-
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celozy (9). Zwykle wyniki dodatnie dotyczyty poj edyn-
czych seroreagentow w stadzie, ale zdarzyly sig¢ row-
niez przypadki, kiedy w danym stadzie stwierdzono
2-5 wynikow zakwalifikowanych ostatecznie jako do-
datnie.

Model badania oparty o prowadzenie badan monito-
ringowych bydta w kierunku brucelozy i eliminacjg
pozytywnych seroreagentéw jest typowy dla krajow
o podobnej sytuacji epidemiologicznej jak Polska.
Funkcjonuje on przy peinej $wiadomosci faktu, ze do-
datnia reakcja w badaniu serologicznym, nawet przy
uzyciu metod uwazanych za najbardziej specyficzne,
nie jest dowodem zakazenia zwierzecia pateczkami Bru-
cella. Takim dowodem jest dopiero izolacja i identyfi-
kacja drobnoustroju z materiatu pobranego od podej-
rzanego o zakazenie zwierzecia. Z drugiej strony, nale-
zy mie¢ s$wiadomos¢ niskiej czutosci metod hodowla-
nych i mozliwosci braku izolacji drobnoustroju przy
istniejacym stanie zakazenia. W warunkach naszego
kraju od dawna nie izolowano od bydta B. abortus, na-
tomiast, jak wspomniano, stwierdzono przypadek izo-
lacji B. suis biotyp 2. Bydto moze ulec zakazeniu tym
drobnoustrojem, ktory nie wywoluje u niego zadnych
objawow, indukuje natomiast powstawanie przeciwcial
anty-Brucella identycznych jak w przypadku zakazen
kazdym gatunkiem Brucella wystgpujacym w przyro-
dzie w formie gtadkiej (12). Zakazenie tym drobnoustro-
jem moze by¢ przyczyna przynajmniej czgsci dodatnich
reakcji serologicznych u bydta w Polsce. Prowadzone
dotychczas badania wskazuja bowiem, ze naturalnym
rezerwuarem tego zarazka sa w Polsce zwierzeta wol-
no zyjace — zajace i dziki (17). Poprzez skazone pa-
stwiska, wybiegi, wodopoje moze dochodzi¢ do prze-
noszenia zarazka ze zw1erza;c dzikich na bydto. Mozna
réwniez przypuszczac, ze u czg$ci zwierzat, nawet przy
kontakcie z zarazkiem, nie dochodzi do zakazenia or-
ganizmu, ale do stymulacp antygenem bruceli wyzwa-
lajacej przeciwciata anty-Brucella, czego skutkiem jest
dodatni wynik badania serologicznego. Nalezy miec
rowniez na wzgledzie, ze cz¢s$¢ reakceji dodatnich ma
charakter niespecyficzny 1 jest wynikiem badz reakcji
nieswoistych zwiazanych ze stanem fizjologicznym
zwierzecia (obecnos¢ tzw. naturalnych przeciwciat),
badz reakcji krzyzowych bedacych wynikiem obecno-
$ci w organizmie zwierzgcia drobnoustrojéw o budo-
wie pokrewnej z brucelami, np. Yersinia enterocolitica
0:9, Escherichia coli O:157, Salmonella Urbana,
Pseudomonas maltophilia (1-3,7, 11). Najwigksze zna-
czenie ma ten pierwszy gatunek, charakteryzujacy si¢
posiadaniem w swojej strukturze antygenu lipopolisa-
charydowego (LPS) nie do odrdznienia od antygenu bru-
celozowego i indukujacego przez to niemal identyczna
odpowiedz serologiczna. Z tego wzgledu od niedawna
Instrukcja Glownego Lekarza Weterynarii w sprawie
postgpowania przy podejrzeniu, potwierdzeniu i zwal-
czaniu oraz przy prowadzeniu badan kontrolnych bru-
celozy (8) nakazuje w przypadku bydta reagujacego
dodatnio w badaniach serologicznych wykonanie przez
ZHW badania kalu na obecno$¢ Yersinia. Ponadto
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w KLRB podjgto badania nad opracowaniem specyficz-
nej 1 czutej metody opartej na biologii molekularnej,
pozwalajacej na réznicowanie zakazen paleczkami Bru-
cellaiY. enterocolitica. W prowadzonych przez KLRB
badaniach 17 probek katu od krow poddanych ubojowi
po dodatnim wyniku badania serologicznego w kierun-
ku brucelozy, w 7 przypadkach izolowano Y. entero-
colitica O:9. Potwierdza to przypuszczenia, ze czg$¢
reakcji dodatnich w kierunku brucelozy u bydta moze
by¢ powodowana przez obecnos¢ w organizmach krow
tych drobnoustrojow.
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